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Menetelma konjugoidun linoiihapon valmistamiseksi 
Tekniikan ala 

Keksintd koskee menetelmaS konjugoidun linoiihapon 
5 valmistamiseksi. Eritylsesti kuvataan menetelmaa konjugoidun linoiihapon ja 
varsinkin sen cis-9,trans-1 1 -isomeerin valmistamiseksi viljasta hyStybalcteerien 
avulia. 

Keksinnon tausta 

Cl-A on yieisnimi konjugoituneen linoiihapon eri isomeereille, joista 

10 ainoastaan kahden isomeerin (cis-9,trans-1 1 -isomeeri eli bovllnihappo ja 
trans''10,cis-12 -isomeeri) on todettu olevan biologisesti aktiivisia. Synteettisesti 
valmistettuja CLA-valmisteita on kaupallisesti saatavllla, mutta nam3 sisSltavat 
yieensa kaikkia CLA:n eri isomeereja ja vain 40 % c9.t11 -isomeeria. Myds 
elainperSisia tuotteita. kuten lihaa ja maitoa. voidaan kSyttaa CLA:n IShteena. 

15 Ndlden yhtenS etuna on se, etta niiden sisaltamasta CLArsta suuri osa on c9, 
t1 1 -isomeeria, eslmeridksi maidon CLA sisaltaa 80 % c9, t1 1-18:2 -Isomeeria. 

Useissa tutkimuksissa on osoitettu, etta elainrasvat sisaltavat 
rasvahappoa, joka mm. estaa koe-olaimissa syopaa, vaikuttaa kasvutekijoihin ja 
saattaa saadella rasvakudoksc^r. ^nc^cK^cia elimistdssS. Michael Pariza havaitsi 

20 tutkiessaan hampurilaispihveja niiden sisdltSvdn rasvahappoa, joka analysoitiin 
konjugoituneeksi linolihapoksi (Cla;. Koe-eiaimilla suoritetuissa tutkimuksissa 
havaittiin CLAita sisaltanytta ravlntoa sydneiden ryhmSssS rintarauhas-, maha- 
ja paksusuolisydpatapausten alentuneen vertailuryhmaSn verrattuna (Pariza, 
M.W;, Loretz, LJ., Stori<son, J.M. and Holland, N.C. 1983. Mutagens and 

25 modulator of mutagenesis in fried ground beef. Cancer Res. (SuppL) 43: 
2444s-2446s, ja Pariza, M.W, and Margraves, W.A. 1985. A beef-derived 
rnutagenesis modulator inhibits initiation of mouse epidenmal tumors by 
7,12-dimethylbenzanthracene. Carcinogenesis 6:591 r593). Myos ihmissolujen 
kudosviljelmissa oh CLA:Ha pystytty estdmSan sySpasotujen kehittyminen. 

30 VaikutusmekanlsmI on edelleen tuntematon, mutta CLA:n on havaittu 
vaikuttavan sydvan eri kehitysvaiheisiin, monlln l^svutekijdihin ja mahdollisesti 
myds sydp^a aiheuttavien aineiden aineenvaihduntaan maksassa. On myos 
ehdotettu, etta CLA toimisi antioksidanttina (Ip, C, Chin, S.F,, Scimeca, J.A., 
and Pariza, M.W. 1991. Mammary cancer prevention by conjugated dienoic 

35 derivatives of linoleic acid. Cancer Res. 51:6118-6124), jolloin yhdiste suojaisi 
solukalvoja vapaiden radikaalien haitallisilta vaikutuksilta. Lisaksi yhdisteen 
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kolesterolitasoa laskevaa vaikutusta on seMtetty ja todettu, ettei yhdiste laske 
hyvan HDL:n maaraa, niinkuin kolesterolia laskevat laakkeet tekevat (Lee, K.N., 
Kritchevsky, D, and Pariza. M.W. 1994. Conjugated linoleic acid and 
atherosclerosis in rabbits. Atherosclerosis 108: 19-25). CLA saattaa auttaa myds 
5 laihduttajia, siliS yhdisteen on havaittu pilkkovan rasvakudosta (Park et al. 1999. 
Changes in Body Composition in Mice During Feeding and Withdrawal of 
Conjugated Linoleic Add. Lipids 34, 243 - 248). 

Konjugoitumattomalla linolihapolla on puolestaan todettu olevan 
haitallisia vaikutuksia, kuten esimerkiksi rintasyopaa stimuloiva vaikutus. Myos 

10 kopjugoimattoman linolihapon antimikrobinen vaikutus on yieisesti tunnettua. 

CLA:ta voidaan yainnistaa kemiallisesti tai entsymaattisesti 
isomeroimalla iinolihappoa. Luonnollista CLA:ta muodostuu mm. marehtijoiden 
pStsissa Butyrivibrio fibrisolvens -bakteerin toiminnan seurauksena monityydytty- 
mattdmista rasvahapoista ja erittyy sielta sekd maitoon etta lihaan. joiden onkin 

15 todettu olevan parhaita CLA:n lahteita. 

Ravinnosta saatavan CLArn maaran on todettu laskeneen viimeisen 
vuosikymmenen aikana huomattavasti. Ravintokoostumusanalyyseissa on 
laskettu, ^^jttA 1970-luvulla keskimaarainen dieetti sisaisi noin 0,45 g 
CLA:ti:i/pc,: /c^. jwvaidon ja maitotuotteiden kayton laskiessa keskimaarainen saanti 

20 on nykyisin 0,25 g CLA:ta/palva. Ravinnon sisaltaman luontaisen CLA:n 
kohottamiii^ii on erittain oleellista kansanterveyden kannalta, silla CLA:n 
saannin kaksinkertaistaminen alentaisi tutkimusten mukaan mni. syfipariskia. 

Elintarvikkeista erityisesti maidon merkitys CLA:n saannin IShteena 
on tuotu esiile useissa tutkimuksissa. Mm. suomalaisen vaestdtutklmuksen 

25 (Knekt ym., suulfinen tiedonanto) mukaan maidon kaytto alensi rintasyopariskia. 
Nykyisin maitorasvan CI-A-pitoisuus vaihtelee huomattavasti ( 2,4 - 28,1 mg/g 
rasvaa) kausittain riippuen ruokinnan laadusta. 

Suolistoh hyotymikrobien on todettu muodostavan CLA:ta. , Erityisesti 
on tutkittu pStsin Butyrivibrio /7/)/7so/i/ens -bakteeria ja sen isomeraasi*-entsyymia. 

30 TSma bakteeri on kuitenkin niin anaerobinen, ettei CLArn tuotto silla ole 
mahdollista teollisessa mittakaavassa, koska kannan vaatimien taysin 
anaerobisten olosuhteiden saavuttaminen on vaikeaa ja epStaloudellista (US 
5,856,149, Pariza et al.). 

Myos Propionibacterium agnes -lajin on todettu tuottavan CLA:ta, 

35 mutta tama patogeeninen kanta tuottaa myos reduktaasi-entsyymia, joka 
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pelkistaS tuotetun CLAin edeileen mulksi rasvahapoiksi (Vertiulst et al.. System. 
AppL Microbiol. 9 (1987)12 - 15). 

YIeisesti on myos tunnettua, etta eraat propionihappobakteerit 
pystyvat muuntamaan linolihappoa sen konjugoiduksi cls-9,trans-1 1 -muodoksi. 

5 YIeisesti tiedetaan lisaksi, etta vapaan linolihapon konversio CLA:ksi on 
tehokkaampaa kuin triglyseridimuodossa olevan rasvahapon. Vapaalla 
llnolihapolia on kuitenkin propionihappobakteerien kasvua estavS vaikutus jo 
meiko pienina pitoisuuksina, mikd t&h&n asti on estanyt konjugoldun linolihapon 
ja varsinkin sen cis-9,trans-1 1 -muodon tuottamisen suuressa mittakaavassa. 

10 US-patentissa 5,856,149, Pariza ja Yang, kuvataan menetelma§ ds- 

9,trans-11 -rasvahapon tuotlamiseksi konjugoimattoman tyydyttymattoman 
(kaksoissidokset kohdissa 9 ja 12) rasvahapon konversiolla Lactobacillus reuterii 
-kannan, edulllsesti L. reuterii PYR8 -kannan, avulla. Julkaisussa kuvataan 
CLA:ta tuottavien kantojen eristysta ja todetaan, etta 45 eristetysta kannasta 

15 ainoastaan nepliS oli haluttua linoleaatU-isomeraasi-aktiivisuutta ja ne pystyivat 
siis tuottamaan CLA:ta linolihaposta. Julkaisussa ei mainita vapaan linolihapon 
bakteerien kasvua inhiboivaa valkutusta elka siten mydskaan esiteta ratkaisua 
tamSn ongelman valttamiseen. 

J. Jiang, L. Bjorck ja R. Fonden esittavat artikkelissa Production of 

20 conjugated linoleic acid by dairy starter cultures, J. Appl. Microbiol. 85 (1998) s. 
95 - 102, propionihappobakteerien kyvyn muuttaa linolihappoa CLA:ksi. Jiang et 
al. tutkivat 19 eri hapatebakteerin kykya muuttaa kasvualustaan lisatty 
linolihappo CLA:ksi havaittuaan kypsytettyjen juustojen sisdltavSn muita 
maitotuotteita korkeampia masria CLAita. He tutkivat 7 laktobasilll-kannan, 4 

25 laktokokkikannan, 2 streptokbkklkannan ja 6 propionihappobakteerin l^kya 
tuottaa CLAita MRS-, maito- ja Na-taktaattialustalla linolihaposta. Lisaksi 
tutkitUln eri llnolihappopitoisuuksia llsaamaila linolihappoa MRS-liemeen Tween 
80 -detergehtin vesillupksessa. Tutkituista bakteereista ainoastaan muutamalla 
propionihappobakteerilla havaittiin biokonversioaktiivisuutta, kuudesta kannasta 

30 koime, eli Propionibacterium freudenreichii ssp. freudenreichii PFF ja PFF6 seka 
P. freudenreichii ssp. shermanii PFS osoittivat aktiivisuutta. PFF6-kannalla 
saavutettiin maksimituotlo 265 jig/ml CLA:ta alkuperaisesta 
linolihappopitolsuudesta 750 |ag/ml. Tuotetusta CLAista biologisesti aktiivista 
c9,t11-isomeeria oli 70 - 90 %. YhdenkaSn laktobasillin, laktokokin tai 

35 streptokokin et todettu tuottavan CLA:ta. 



Paras proplonihappobakteeri. PFF6-kanta. pystyi siis Jiangin et al. 
kuvaamalla tekniikalla muuntamaan vain 35 % lisatysta linolihaposta CLA:ksi. 
Tutkijat havaitslvat propionlhappobakteerien CLA:n tuoton korreloh/an 
positiivisesti niiden sietokykyyn vapaan linoUhapon suhteen. TassSkin 
5 tutkimuksessa todettiin slls yIeisesH tunnettu selkka. ett§ linolihapolla on 
bakteerien kasvua estavS antlmikrobinen vaikutus. Julkaisussa malnitaan. ett§ 
antimlkrobisten rasvahappQien vaikutusta voidaan vahentaa .kayttamalla pinta- 
aktiivisia aineita. kuten detergentBS. eslmerkiksi Tween 80. tai proteiinia. Taman 
suuntaisia tutkimuksia ei kuitenkaan ole suoritettu elkS julkaisussa esiteta 
10 mahdoHisiakayttokelpoislateknIikolta. 

WO 99/29886, J. Jiang, L. BjSrck ja R. Fonden. pemstuu osittain 
edelia mainitussa artikkelissa kuvattuihin tutkimustuloksiin. Hakemus koskee 
tiettyjen elintanrtkesovelluksiin kayttokelpolsten bakteerien kSytloa CLAin 
tuottoon in vitro. Sopivina bakteereina mainitaan Pmpionibactenum 
15 fieudenrelchli ssp. fnudenrGichiin ja P. frBudenrBichii ssp. shermaniin llsSksl 
myes Bifidobacterium breve. Julkalsun mukaan femientolnti voidaan suonttaa 
emulgaattorin lasnaollessa, eslmerkkeina mainitaan Tween 80 ja lesitiini. 
TamankaSn julkalsun esimerkeissa ei kuitenkaan kuvata emulc^an-.o; . -c^^^'ttoa. 
ja parhaana tuloksena ilmoitetaan sama kuin edelia mainitu^?;--^ at.-ft^'ftilssa: 
20 biologisesti aktiivista c9.t11 -isomeeria saatiin 246.4 ^^ml alkuoeraisesta 

llnolihappopitoisuudesta 750 ng/ml kayttaen kantaa PFF6. Saamc j^ii Siis alle * 
33 %. 

Fl-patentissa 88856 kuvataan hnenetelmaa fermentoidun, 
paaasiailisesti kauraleseeseen pemstuvan ja eiavia mikro^rganismeja 
25 sisaltavan ellntarvlkkeen valmistamiseksi. Kauralese fennentoidaan joko 
sellaisenaan tai lampflkasittelyn jSlkeen. mikro-organismeina kaytetasn 
maltohappobakteereja. erityisesti Lactobacillus acldophilusta, Julkaisussa 
kuvatun keksinnan tarkoituksena on hyodyntaa kauran korkeaa kuitupitoisuutta 
uudentyyppisessa elintarviketuotteessa. josta esimerkkina kuvataan 
30 jogurttityyppinen valipalamoka. Linolihappoa tai siita muodostettua konjugoitua 
tinolihappoa ei julkaisussa mainlta. 

Siten on edelleenkin selkea tarve aikaansaada uusia menetelmiS 
konjugoidun llnollhapon tuottamiseksl. Haluttaessa valmistaa CLA:ta 
mikroblologisten menetelmlen avulla oleellista on se. miten ulkopuolisen 
35 linolihapon toksisuuteen ja antimikrobiseen vaikutukseen liittyvat ongelmat 
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voidaan minimoida tai vSlttaa. Myos sellaiset menetelmat, joissa voitaisiin 
hyodyntaS uusia raaka-alneita CLA:n tuottamiseen, ovat hyvin tervetulleita. 
Keksinnon lyhyt kuvaus 

Esiila oleva keksinto perustuu siihen, etta linolihappolahteena 
5 hySdynnetaan viljaa, Viljoista kauraa pidetaan ensisijaisena linolihapon 
IShteena. 

Keksint5 koskee siten menetelmaa konjugoidun linolihapon. CLA:n, 
valmistamlseksi linolihaposta. jossa menetelmassa linolihapon lahteena 
kSytetaan linoiihappoa sisaitavaa viljaa. 
10 Keksinndn mukalnen menetelma kasittaa edullisesti kaksi vaihetta, 

joissa vlljan rasva hydrolysoidaan linolihapon yapauttamiseksi siita ja vapautunut 
linoiihappo Isomeroidaan mikrobien avulia konjugoiduksi linolihapoksl. 

KeksintS koskee mySs viljan kayttea konjugoituneen linolihapon 
valmistamlseksi. 

15 Kekslntt) koskee edelleen keksinnfin mukaisella menetelmaiia 

valmistettuja tuottelta Ja nllden kayttea sellaisenaan tai tenreysvaikutteisten 
aineiden valmistuksessa. 

KekslnnSn yksftylskohtnir • c * v^^^^^ 

Keksinn5n mukaiselle mei^&talr^jalle konjugoidun linolihapon - 
20 valmistamiseksi mikro-organismin avulfp '^r? tunnusomalsta, etta linoiihappoa . .t«: 

sisaitavan viljan rasva hydrolysoidaan ja hydrolyysissa vapautunut linoiihappo 

isomeroidaan mIkro-organismIn aVulla konjugoiduksi linolihapoksi. 

Keksinto perustuu siis siihen, etta linolihapon lahteenS kaytetaan 

viljaa. Keksinnon mukaisesti viljasta vapautetaan linoiihappoa rasvan 
25 hydrolyysireaktlon avulia. Esilia olevan keksinnSn puitteissa on yiiattSen todettu, 

etta kaytettaessa viljamateriaalia linolihapon lahteena esilia olevassa 

hakemuksessa kuvatulla tayalla, linoiihappo ei Inhiboi isomerointireaktiota. 

Kaytettaessa viljaa, ierityisesti kauraa, lahtomateiiaarma voidaan sils vamnistua 

siita, etta linoiihappoa on mikrobien kaytossa koko isomeroinnin ajan, sen 
30 kuitenkaan estamatta bakteerlen toimintaa. 

Lahtdaineena kaytettava vilja voi olla mika tahansa linoiihappoa 

sisaitdva vlija, joka soveltuu nautltlavaksi tarkoitetun tuotteen lahtfiaineeksi. 

Esimerkkeind mainittakoon kaura, ohra. ruis, vehna tai nlista valmistetut maltaat. 

Raaka-aineena kayvat muun muassa kaslttelemattomat ja kasitellyt viljanjyvat ja 
35 niista valmistetut jakeet. 




6 

Esilla olevan keksinnon mukaisesti edullisin lahtdaine on kaura. 
Kaura sisaltaa llnolihappoa noin 2 - 4 % kuiva-aineesta, ja linolihappo on 
suurelta osin sitoutuneena di- ja triglyserideihin. Kaura sisaltaa myos lipaasi- 
entsyymia, joka piikkoo di- ja triglyserideja vapaiksl rasvaliapoiksi. Kaura on siis 
5 eduliinen lahtfiaine keksinnon tarkoituksia ajatellen johtuen seka sen korkeasta 
linolihappopitoisuudesta etta s\\n& iuontaisesti esiintyvasta lipaasi-aktiivisuudes- 
ta. 

Rasvan hydrolyysireaktiossa voidaan hyddyntaa viljan, erityisesti 
kauran, luonnostaan sisSltamaa lipaasi-aktiivisuutta. Reaktiossa tarvittava 

10 entsyymiaktlivisuus voidaan myos lisata ulkoisesti. CLA:n saantoa voidaan 
seka kauran etta varsinkin muiden viljojen oilessa kyseessa parantaa lisaamaila 
reaktioon lipaasi-entsyymia tarpeen mukaan. 

Kauran tai muun viljan rasvan entsymaatta'sta hydrolyysia voidaan 
my5s heipottaa suorittamaila esikSslttely. Eras eduliinen eslkasittelytapa on 

15 mallastaminen, jota kayttamdlia viljolhin voidaan tuottaa iipaasiakfiivisuutta. 
Mulna soplvlna esikasittelyina voidaan malnita eslmerkiksl murskaaminen, 
jauhaminen, hienontaminen, ja liuottanninen soplvaan liuottlmeen, erityisesti 
veteen tal ir^vft ' tv:tr; nestemaiseen valiaineeseen. 

r .ie.tsi kauran lipolyysi voidaan kaynnistaa murskaamalla 

20 kaurajyvat ia Ij^a^m^lla murskattuun kauraan . vetta. Lipolyysissa muodostuva 
vapaa linoiiteppo sitoutuu osittain kauran muihin komponentteihin, mika 
vahentaa isomerointireaktioon kSytettSvissa olevan linoiihapon maarSa, ja mita 
nSin tuiee pyrkl3 vaittamaSn. 

Ongelmaa voidaan vahentaa ja jopa elimlnoida reaktlo-ofosuhteiden 

25 valinnalla. Olosuhteiden valinnassa on keskeisinta, ettd estetSan kauramateri- 
aalin luontainen pH:n lasku pitamalla pH tarpeeksi korkeana linoiihapon iso- 
merointivaiheen aikana. Soptva pH on esimerklksi 6,5 - 9. Edullisesti pH saa- 
detaan arvoon noin 7,0 - noin 9,0, edullisemmiri arvoon noin 8,0 - 8,5. Tama 
pH:n saato estaa linoiihapon sitoutumista kaui^amateriaaliin ja se ilmenee edul- 

30 llsena valkutuksena isomerointlreaktiolle. Tarkeata on, etta isomerointiseok- 
sessa pH:n lasku aiheutuu kauramateriaalista Itsestaan eika fermentaatiosta. 
Isomerointireaktio ei siten edellytd perinteistS fenmentointia, t.s. hapattamista, 
vaan kyse on biokonversiosta. Isomerointireaktlossa muodostuvasta CLA.sta 
suurin osa on cis-9,trans-1 1 — Isomeeria. 

35 Keksinnon mukaisesti (kaurasta) vapautettua linolihappoa kayte- 

taan siis CLA:n tuotantoon, Isomerointireaktio voidaan suorittaa esimerklksi 
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kemiallisesti, entsymaattisesti, tai mikrobiologlsesti. Unolihapon konverelo 
CLArksl suoritetaan edullisesti mikrobiologlsesti. Biokonversiossa voidaan kayt- 
taa mita tahansa bakteeria, jolla on kyky muuttaa linolihappo CLA:ksi, kuten 
eslmerklksl edelia teknilkan tason kuvauksessa mainittuja bakteereja. Edullisesti 
5 isomerointi suoritetaan kuitenkin ellntanrtkekayttfion soveltuvien hyotybaktee- 
rien, eritylsesti proplonihappobakteerien avulla. Soplvlna pldetasn eslmerklksl 
lajlin Pmpionibacterium freudenreichii kuuluvia kantoja, ja eritylsesti aialajeihin 
P. freudenreichii ssp. freudenreichii \a P. freudenreichii ssp. shermanii kuuluvia 
kantoja. 

■■^ - Isomerointi suoritetaan slnSnsa tunnetulla tavalla. Isomerolntiseoksen 

komponentit Ja olosuhteet valitaan kaytettSvan kannah vaatimusten mukalsesti 
nlln. etta saadaan optimaalinen CLAn tuotto. Esilia olevan kekslnnfin julkalse- 
mlsen jSlkeen sopivlen reaktioparametiien vallnta on alan ammattimlehen tieto- 
taitoihin kuuluva asla. 

^5 Rasvan hydrolyysl- ja IsomerolnhVaiheet voklaan suorittaa rinnakkain 

eli samanalkalsesti tai perakkain. eri astioissa tai samassa astiassa. Valhelden 
suorlttamista samanalkalsesti yhdessS astiassa pIdetgSn edullisena vaihtoehto- 
na menetelman helppouden takla. 

Erityisen edulllsessa suoritusmuodossa jauhettuun kauraan lisatSan 

20 hyOtybakteereja, edullisesti propionlhappobakteereja, jolloin lipolyyslssa 
vapautuvan Unolihapon annetaan suoraan reagolda hydtybakteerien kanssa, 
jotka Isonrjeroivat ilnolihapon konjugolduksl llnollhapoksi. saatMmalia 
prosesslolosuhteet soplvlksl llpolyysille ja Isomerolntlreaktlolle saadaan 
seokseen muodostumaan CLA:ta huomattavia mSSria. Sekoittumisen 
25 helpottamlseksl vSliaineena voidaan kSyttas vetta tai muuta soplvaa. eritylsesti 
nestemalsta, vSllalnetta. Esilla olevan kekslnnGn pulttelssa on eslmerkiksi 
kayttamaiia vailalneena vetta siten. etta kauraseoksen kuiva-ainepitoisuus on 
5 %, saatu CLArta muodostumaan noin 1 % kauran kulva-alneesta ja nbin 10 
% kauran rasvasta. 

2° Yhdistamaiia vlljan ominaisuudet Isomerointikyvyn omaavan 

bakteerin kayttfiSn katalyyttina Isomerolntireaktlossa vaitytaan kahdesta 
suurimmasta CLA:n valmistukseen lllttyvasta ongelmasta; Unolihapon 
tokslsuudesta ja sen vaikealiukolsuudesta veteen. Edullisesti CLArta tuottavan 
kannan kyky yhdistetaan linollhappoa ja lipaasia sisSitavaan materlaallln, joka 

35 murskattuna tarjoaa CLA:n tuottamlseen tarvittavaa linollhappoa llman mitaan 
muita llsayksia. Tailalnen materiaali viljojen joukossa on kaura. KSytettaessa 
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materiaaleja, jotka eivat sisalla lipaasiaktiivisuutta. kuten esimerkiksi vehnaa, 
ulkoista lipaasiaktiivisuutta voidaan lisata tai muodostaa mallastamalla. Esilla 
olevan keksinnon mukaisesti valtyt3an myds ulkopuolisen linolihapon 
"liuottamiseen" tarvittavien detergenttien tai muiden haitailisten apuaineiden 
5 kaytolta. 

Keksinnon mukaisesti muodostettua CLA:ta sisalt^vSS (kaura)- 
bakteeriseosta voidaan kSyttaa sellaisenaan. sita voidaan lisdta tai kSyttas elin- 
tarvikkeiden ja vastaavien muiden terveysvaikutteisten tuotteiden valmistukses- 
sa, ja siita voidaan eristaa erilaisia CU^ta sisaltavia fraktioita. CUK:n muodostus 

10 voi tapahtua samanaikaisesti elintarvikkeen valmistuksen ytiteydessa. l\/Iuodos- 
tettaessa erilaisia tuotteita niissa voidaan aina kulioinkin halutulla tavaila hyo- 
dyntaa CLA:n» hydtybakteerien ja/tai vtljan kuten esimerkiksi kauran tunnettuja 
terveydellisia ominaisuuksia. 

Edullislna soveliusmuotoina pidetMdn niita, joissa konjugoitu linoli- 

15 liappo eristetaan isomerointiseoksesta. Kun halutaan hyddyntSS sekS konju- 
goldun linolihapon etta bakteerisolujen terveydellisia vaikutuksia, voidaan ne 
yhdessa ottaa talteen, konsentroida ja mahdollisesti (kylma)kuivata. Kaytetta- 
essa vetta valiaineena CLA saadaan sidotuksi (kaura)-balcteeriWkili<iir»6c^*^^i^^^^^ 
pH:n laskun avulla. Keksinnon mukaisesti konjugoitu linolihappo vo^d^^^:^^k[^nnit- 

20 taa kiintoaineeseen saatamalia reaktioseoksen pH arvoon noin ? - noAn 9, 
edullisesti arvoon alle 7,0, edullisimmin arvoon noin 4-6. 

Kasitteelia elintarvike. on tassa julkaisussa . laaja merkitys kattaen 
kaikki nautittavaksi tarkoitetut iuotteet, jotka voivat olla ktinteassa, hyyteldidyssa 
tai nestemaisessa muodossa, ja kattaen seka valmiit tuotteet etta tuotteet, joihin 

25 keksinnon mukainen tuote lisatSdn nauttimisen yliteydessa, lisaaineeksi tai 
osaksi tuotetta. Eiintarvikkeet voivat olla esimerkiksi meijeriteollisuuden, 
lihanjaiostusteollisuuden, einesteoliisuuden, juomateollisuuden, leipompteolli- 
suiiden, makeistepllisuuden ja rehuteollisuuden tuotteita. Tyypillisia ovat maito- 
ja maitotuotteet, kuten jogurtti, viili, rahka, piima, kimupiima, muut 

30 liapanmaitojuomat, tuorejuustot ja kypsytetyt juustot, valipalasnackien taytteet. 
jne., juomat, kuten herajuomat, hedelmajuomat, oluet ja keitot Toisen tarkean 
ryiiman muodostavat rehuteollisuuden tuotteet. 

Edullislna kayttOsovelluksina esitetaan lyofilisoidut valmisteet, kuten 
CLA:ta ja kauraa sisaltavat . propionihappobakteerikapselit ja jauheet, seka 

35 tuotteet. joiden Cl-A-pitoisuus on nostettu propionihappobakteerin toiminnan 
avulla. Erityisen edullisia ovat tuotteet, jotka sisaltavat seka CU^rta etta kauran 
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komponentteja, kuten esimerkiksi p-glukaania, ja joissa siis molempien 
ainesosien terveydelliset vaikutukset tulevat esille. Esilia olevan keksinnon 
merkittavSna lisahydtynS saadaan kauravalmisteisiin konjugoitua llnollhappoa 
ja siten kauran elintan^kearvoa kohotetuksi. 
5 KeksintOS kuvataan yksityiskohtaisemmin seuraavien esimerkkien 

aviilla. Ndma esimerkit annetaan vain keksinndn valaisemiseksi eika nii@ pid§ 
katsoa sen suojapiiriS mitenkaSn rajoittaviksl. 
Vfite-esinnerkki 1. 

Fermentoidun kauraleseeseen perustuvan tuotteen CLA- 

10 pitpisuus 

Fl-patentissa 88856 kuvattujen hapattamalla valmistettujen tuotteiden 
rasvahappokoostumus seka Sljyhappo-, linolihappo- ja CLA-pitoisuus 
m3dritettiin seuraavaiia tavalla. Kaupaliisista tuotteista, Yosa metsamarja ja 
Yosa luumu. vaimistaja Bioferme Oy, Suomi. otetUin nSytteet ja niista eristettiin 

15 rasva suorasaippuoinniila ja dietyyiieetteri-heksaani -uutolla. Rasvahappojen 
metyyiiesterit valmlstettiin rikkihappokatalysoidulla meneteim3lld. Taufukossa A 
on esitetty nayttelden rasvahappokoostumukset prosentteina (%) 
kokonaisrasvahapoista ja tauiukossa B '>:•■ '■ -nppa-, linolihappo- ja CLA 
. (c9.^11)-pitotsuudet on esitetty mg/g nSyteiia. Y^ii ^a luumu - ja Yosa metsamarja 

20 -tuotteet eivat sisSltdneet CLA:ta lahes pllenkaan. Hyvin pienet CLA-jaamat 
saattavat olia syntyneet analyyslmenetelmleri vaikutuksesta tal ne voivat olla 
linoleenihapon (Cm-js) Isomeereja, jotka eluoituvat kaasukromatografisessa 
analyysissa IShelia CLA:ta. 

25 Taulukko A. Yosa-n3ytteiden rasvahappokoostumukset, prosentteina (%) 
kokonaisrasvaiiapoista 



Yosa 


Palmitiini- 


Steariini 


Oljyhappo 


Linoli* 


Linoleenih. 


CLA 




happo . 


happo 




happo 




(c-9,M1) 






•Ci8:0 




C 18.-2 


Ci8:3 




Luumu 


16,07 


1,21 


32,05 


39,63 


2,04 


0,05 


Metsamarja 


15,58 


1,14 


30,93 


39.45 


3.68 


0,07 
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Taulukko B. Yosa-naytteiden dijyhappo-, linolihappo- ja CLA-pitoisuudet, 
mg/g naytetta 



Yosa 


Oljyhappo 


Linolihappo 


CLA(c-9,t.1 1) 




mg/g nSytetta 


mg/g nSytetta 


mg/g ndytettS 


Luumu 


1.77 


2.15 


0.003 


Metsamaija 


1.65 


2,08 


0,004 



5 Eslmerkki 1. 

CLA:n tuotto kauraveslseoksessa propionihappobakteerien 

avulla 

Keksinnon mukaisen menetelman tehon osoittamlseksi tehtiin koe, 
jossa kauravesiseokseen lisattiin propionihappobakteerisoluja isomerointikata- 

10 lyytiksi. Kokeessa kaytettiin kaurajauhoa. joka oli valmistettu Idmpokasittelemat- 
tomastS kaurasta (Lisbeth-lajike) jauhamalla 0,5 mm seulan ISpi. Kaurajauhosta 
valmistettlin 5 % (w/v) vesiseos ja seosta homogenoitiin Ultra Turrax -laitteistolla 
noin kahden minuutin ajan. 

KokoeiVS^ kaytettiin kahta propionihappobakteerikahtaa. *^ ' 

15 Propionibacterium freudenreichii subsp. shermanii JS (PJS) ja 

Propionibacterium fr^'rie^nreichii subsp. freudenreichii 1 31 (PI 31 ). €^ 

PJS-solujen kasvatus koetta varten tehtiin kuten on esitetty 
julkaisussa Raihio, A., Vahvaselka, M.. Suomalainen, T. ja Laakso, S., 
Reduction of linoleic acid inhibition in production of conjugated linolejc add by 

20 Propionibacterium freudenreichii ssp. shermanii. Can. J. Mianobiol. 47 (2001) 
735-740. Kanta PI 31 kasvatettiin MRS-llemessa (LabM). Solut sentrifugoitiin 
(6000 rpm, 20 min) erilleen ja lietettiin pieneen maaraan peptonisuolaliuosta. 
joka sisaisi 0,1 % bakteriologista peptonia (LabM),. ja 0,85 % NaCI. 
Solususpensib lisattiin kauravesiseokseen (a* 100 ml) siten, etta 

25 solupitoisuudeksi tuli noin 1 x 10^°pmy/ml. Seoksen pH saadettiin arvoon 7,0 1 
M NaOH-liuoksella ja hydrolyysi- ja isomerointireaktion annettiin tapahtua 25 
''Cissa. Ensimmaisten noin 17 tunnin aikana kauravesiseoksen annettiin 
hydroiysoitua iiman pH:n saatSa, jolloin pH laski noin arvoon 4,8. Tamdn jalkeen 
seoksen pH nostettiin arvoon 8,0 NaOH-liuokseila ja sSato toistettiin noin 1 ,5 - 2 

30 tunnin vSlein noin kahdeksan tunnin ajan. Seoksen pH-arvo pysyi siten noin 
valilia 7,5 - 8,0. Taman jaikeen isomerointia jatkettiin iiman pH:n sSatda kunnes 
kokonaisajaksi muodostui noin 40 tuntia. 
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Vertailuna tehtiin koe, jossa kauravesiseokseen lisSttiin PJS- tai 
P131-solususpension sijasta vastaava tilavuus peptonisuolalluosta. EnsimmSi- 
sen 17 tunnin aikana seoksen pH laski noin arvoon 5.4. Taman jalkeen pH:ta 
saSdettlin kuten edella kuvatussa kokeessa. 

Kokeessa seuratHIn linolihapon A«pautumista kauran iuontaisen 
lipaaslentsyymin toiminnan valkutuksesta ja tamSn vapaan linolihapon 
Isomeroitumlsta CLArksi mikrobisolujen avulla. Kauraveslseoksesta otetHIn 0,5 
ml:n nSytteita. jotka kylm§kulvatfiln ennen rasvahappoanalyysia. NSytteista 
maaritetfiin eri rasvahappojen nn§arat kaasukromatografisesti. Rasvahappojen 
analysointi suoritettiin kuten on esitetty julkaisussa Suutari M., Liukkonen. K. ja 
Laakso, S., Temperature adaptation In yeasts: the role of fatty adds, J. Gen. 
Microbiol. 136 (1990) 1469-1474. NaytteissS olevat rasvahapot tunnlstettiln 
vertaamalla nliden retentioalkoja tunnettujen rasvahappostandardlen 
retentioaikolhln. Konjugoidun Unolihapon tunnistamiseen kSytettiin SIgman 
valmlstetta, joka oli sees CLA:n cIs- ja trans-9.11- sekS asr ja trans-10,12 
-Isomeerelsta. Rasvahappojen kvantltolntlin kSytettiin slsSisena standardlna 
C17:0-rasvahapon metyyilesteria (heptadecanolc acid methyl ester, Sigma). 

Rasvahappojen lipidiluoW<a-analyysia varten otettiin kauraveslseok- 
sesta 1,5 ml:n nSyttelta, jotka kylmakulvattiln. Lipidiluokka-analyysi tehtiin kuten 
on esitetty julkaisussa Liukkonen, K.H., Montfoort, A. ja Laakso, S., 
Water-induced lipid changes In oat processing, J. Agrlc. Food Chem. 40 (1992) 
126-130. 

Linolihapon ja muodostuneen CLA:n mSardt laskettlln reaktioajan 
funktiona naytekulva-alnetta kohden. Koe tehtiin kauravesiseoksessa sekS 
prtjpionihappobakleerien (PHB) kanssa etta llman nlita. Tulokset on esitetty 
taulukossa 1 . 
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Taulukko 1. LInollhapon ja muodostuneen CLA:n maarSt reaktioajan 
funktiona laskethina naytekulva-ainetta kohden. 



Aika (h) 


linolihappo (mq/q 


ka.) 


C 


LA (mg/g ka 


.) 




PJS-solut 


P131- 
solut 


ei PHB- 
soluja 


PJS-solut 


P131- 
solut 


ei PHB- 

soluja 


0 


41.9 


36.3 


43.4 


<0.1 


<0.1 


<0.1 


17 


40.7 






0.6 






21.5 


36.3 






4.8 






25 


33.6 






6.5 






41 


32.3 


32.7 


42.3 


7.6 


0.7 


<0.1 
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CLA:n muodostus vaati siten propionihappobakteerin toimintaa 
isomerointikatalyyttina kauravesiseoksessa. PJS-kantaa kSytettaessa CLAte 
muodostui huomattavia maaria. 7.6 mg/g k.a. TamS maSra oil 7.3 % kauran 



rasvasta. 

10 Taulukossa 2 on esitetty llnolihapon ja CLA:n jakauturrSp r - ■ 

llpldiluokkiln kauraveslseosta inkuboitaessa PJS-solujen kanssa. PL = poiaaiiset 
llpidit, TG = triglyseridlt. DG = diglyseridit ja FFA = vapaat rasvahapot. 

Taulukko 2. LinoHhapcn ja CLA:n jakautuminen eri lipidiluokklin (%) 
15 kokeen aikana. 



Aika 


Yhdiste 


PL 


TG 


DG 


FFA 


Oh 


linolihappo 


12 


81 


3 


4 


17 h 


linolihappo 


9 


49 


5 


37 


41 h 


linolihappo 


12 


40 


5 


43 


41 h 


CLA 


4 


8 


1 


87 



Tuloksista nahdaan, etta kokeen alussa suurin osa linolihaposta oli 
sitoutuneena triglyserideihin ja vain 4 % vapaana rasvahappona. Sen sijaan 17 
tunnin hydrolyysln jaikeen linolihaposta oli lahes 40 % vapautunut 
trigiyserideista. Muodostuva CLA oli suurimmaksi osaksi (lahes 90 %) vapaana 
rasvahappona. Muodostuneesta CLA:sta vahintaan 80 % oil cis-9,trans-1 1 - 
isomeeria. 
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Eiavien proplonihappobakteerisolujen pltoisuudet maaritettiin 
k§yttam§ll§ puskurottua natriumlaktaattlagaria, joka sisaisi 0,5 % tryptonia 
(LabM). 1 % hiivauutetta (LabM). 16.8 ml/I 50 % Na-laktaatda (Merck). I % 
p-glyserofosfaatin dinatriumsuolaa (Merck) ja 1.5 % agaria (LabM). Maljoja 
inkuboitiin anaerobisesti 30°C:ssa 6 vrk. Kokeen alussa PJS-pitoisuus oil 9.0 x 
10^ pmy/ml ja 20 tunnin jalkeen 7.5 x 10^ pmy/ml. Tulosten perusteella 
propionihappobakteerisolut elvat siis kasvaneet kauraveslseoksessa reaktion 
aikana. 

Kauraveslseoksen pH pyrki laskemaan nopeasti riippumatla siita, 
oliko seokseen lisatty proplonlhappobakteeria val ei. pH:n lasku aiheutuu kauran 
sisaltamlen happamien aineoslen liukenemisesta veteen. Menetelma ei siis 
edellyta, em solut pystyvat fermentolmaan kauraa, jolloin muodostuvat 
oigaaniset hapot laskisivat pH-arvoa. 

Esimerkki 2 

CLA:n tuotto muista viljoista proplonlhappobakteerien avulla 

Esimerkki 1 tdstetHin kayttamaiia kauran sljasta ohraa ja ruisla. 
Propionlhappobakteerina kaytettlln Pmpionibactenum freudenreichii subsp. 
shermanU JS (PJS) -soluja. Tulosten pep;/,,.:-j>3i--^^ QLA:n tuotto ohra- ja 
ruisveslseoksissa oli selviasti heikompaa kuin !caL:ravesiseoksessa, ohrassa 
muodostui 0.91 ja rukilssa 0,83 mg CLA / g «aj'v'r r/r^stta 41 tunnin inkuboinnin 
aikana. joissa pH sSadettiin arvoon 8,0 aikavaiilla 17- 25 tuntia. Heikommat 
tulokset selittyvat osittain silia, etta naiden viljojen linolihappopitoisuus on 
pienempi kuin kauran, ja llsaksi ne eivat tunnetusti sisaiia lipaasiaktiivisuutta 
llman Idatysta. Tulosten pemsteella on kuitenkin selvaa. etta keksinnSn 
mukainen menetelma tolmil myos muissa vlljamateriaalelssa. Vapaan 
linolihapon muodostumista voidaan my6s tehostaa lisaamaiia reakHoseokseen 
uikoista lipaasiaktiivisuutta, jolloin menetelmSn saantoa voidaan parantaa 
huomatfcavasti edelia annetuista arvolsta. 

Esimerkki 3. 

pl4:n vaikutus CLA:n muodostukseen 

Kauravesiseoksen pH:n valkutusta CLA:n muodostumiseen seMtet- 

tiin seuraavilla kokeilla: 

- pH:ta ei saadetty ollenkaan 

- pH saadettlin arvoon 8.0 aikavaiilla 0-8 tuntia (kokeessa ei siis 
erillista rasvan hydrolyysivailietta) 

- pH saadettiin arvoon 7,0 aikavaiilla 17-25 tuntia 

- pH saadettiin arvoon 8.0 aikavaiilla 17-25 tuntia 
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- pH saadettiin arvoon 8,5 aikavSlilia 17-25 tuntia 

- pH saadettiin arvoon 9,0 ail<av§liiia 17-25 tuntia 

Kalldssa yliamainituissa kokeissa PJS-bakteerikanta lisatBin 
kauravesiseokseen kuten esimerkissa 1 on kuvattu. My6s muut koejarjestelyt 
olivat samoja. 

TSman lisaksi tehtiin koe fermenttorissa. jossa kauraveslseoksen pH 
pidettiin koko isomerointivaiheen ajan (17-41 h) an^ossa 8.5 NaOH-liuoksen 
automaattisen llsSyksen avulla. Sit§ edeltavassS 17 tunnin lipolyysivailieessa pH 
laski an/oon 4,7. Kauravesiseoksen tlla\aius oli 1 ,5 litraa, I§mp6tila 25 "C ja 
sejcoitusnopeus 100 rpm. Eiavien PJS-solujen pitolsuus alussa oli 1,1 x 10^° 
pmy/ml ja kokeen lopussa 8,4 x 1 0® pmy/mj. 

Tulokset on eisitetty taulukossa 3. Tulosten perusteella CLArn 
muodostus oli tehokasta, kun kauravesiseoksen pH saadettiin vSlille 8,0 - 8,5 
sen jalkeen, kun lipaasientsyymi oli ehtinyt vapauttaa llnolihappoa. TSma 
tapahtui parhaiten alemmassa pH:ssa kuin Isonnerolntireaktio. Nopein ja suurin 
CLA:n muodostus saavutetUIn, kun kauravesiseoksen pH pIdetHIn jatkuvalla 
sd3d6lia koko Isomerointivaiheen ajan arvossa 8,5. Tama kuvastaa 
isomerointlreakfiolfe -lk. . ». r saaisen pH-tason nnerkltysia prosesslssa. 

Taulukko 3. Kaurav^!^.-'?'*^?^?*®" P"^"^^''^"*"®^*-'^" muodostukseen,i5-^,j^ 





CLA (mg/g ka.) 




25 h 


41 h 


pH:ta el sdSdetty 




0,9 


pH saadettiin noin arvoon 8,0 valilla 0 - 8 h 


3,5 




pH saadettiin noin arvoon 7,0 vaiilia 17 - 25 h 




3,9 


pH saadettiin noin prvoon 8.0 valilla 17 - 25 li 


6,5 


7,6 


pH saadettiin noin arvoon 8,5 vaiilia 17 - 25 h 




7.9 


pH saadettiin noin arvoon 9.0 vaiilia 17 - 25 h 




6.0 


pH pidettiin arvossa 8,5 automaattisaadSlla 
vaiilia 17-41 h 


8,2 


9,3 
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Esimerkki 4. 

Tuotetun Cl-A:n konsentrolnti kaurakulva-aineeseen pH:n 
laskun avulla 

Cl-A:n tuotto kauravesiseoksessa supritettiin esimerkin 1 mukaisesti 
PJS-solujen avulla. TSman jalkeen kauravesiseoksen pH sSadettiin NaOH- 
liuoksella arvoon 8,0 tai HCI-liuoksella arvoon 4.5. Seokset sentrifugoltlin ja 
CLA-pitoisuudet m§aritettlin supematantelsta ja kaurabakteerimassolsta. CLA 
jakautui seuraavasti: pH:ssa 8.0 CLA:sta 85 % oil kllntoalneessa ja 15 % 
nestefaasissa, pH:ssa 4,5 100 % CLA:sta oli kllntoalneessa. Tulos tatjoaa 
menetelman. jolla pH:n laskemlsen avulla CLA saadaan konsentroltumaan 
kauran ja bakteerlsolujen muodostamaan kilhtoalneeseen elkS se siteh poistii 
vSllalneen mukana. 
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Patenttivaatlmukset 

1. Menetelma konjugoldun linolihapon valmistamiseksi mikro- 
organismien avulla. t u n n e 1 1 u siita, etta linolihappoa sisaltavan viljan rasva 

5 hydrolysoidaan. ja hydrolyysissa vapautunut linolihappo isomeroidaan mikro- 
organlsmin avulla konjugolduksi linollhapoksl. 

2. Patenttivaatlmuksen 1 mukainen menetelma, t u n n e 1 1 u siita. 
etta vlija on kaura, ruis, ohra tai vehnS. 

3. Patenttivaatlmuksen 2 mukainen menetelma, tunnettu siita, 
10 etta vilja on kaura tai kauran jae. 

4. Jonkin patenttlvaatimuksen 1 - 3 mukainen menetelma, tun- 
nettu sllta, etta rasvan hydrolyysin aikaansaa viljan oma entsyymlaktiivi- 
suus. 

5. Jonkin patenttivaatlmuksen 1-3 mukainen menetelma, t u n - 
15 n e 1 1 u siita, etta rasvan hydrolyysi suoritetaan ulkolsta entsyymiaktlivisuutta 

lisaten. 

6. Jonkin patenttivaatlmuksen 1-5 mukainen menetelma, tun- 
nettu siita, etta Isomerointi suoritetaan hy6tybakteer(e)illa. 

7. Patenttlvaatimuksen 6 mukainen menetelma, tunnettu siicdi, 
20 etta hyotybakteeri on propionihappobakteeri. 

8. Patenttivaatlmuksen 7 mukainen menetelma, tunnettu siita, 
etta propionihappobakteeri on lajiin Propionibacterium freudenreichii, ja edulli- 
sesti sen alalajiin Propionibacterium freudenreichil ssp, freudenreichii tai Pro- 
pionibacterium freudenreichii ssp. siiermanii, kuuluva kanta. 

25 9. Patenttlvaatimuksen 8 mukainen menetelma, tunnettu siita, 

etta propionihappobakteeri on Propionibacterium freudenreicttii ssp. stiermanii 

JS, DSM 7067. : 

10. Jonkin patenttivaatlmuksen 1 - 9 mukainen menetelma, tun- 
nettu siita, etta isomerointi suoritetaan pH-arvossa noin 6,5 - noin 9,5. 

30 11. Patenttivaatlmuksen 10 mukainen menetelma. tunnettu 

siita, etta Isomerointi suoritetaan edullisesti pH-arvossa noin 7,0 - noin 9,0, 
edullisemmin pH-an^ossa noin 8,0 - 8,5. 

12. Jonkin patenttlvaatimuksen 1-11 mukainen menetelma, tun- 
nettu siita, hydrolyysi- ja isomerointivaiheet suoritetaan perakkain. 

35 13. Jonkin patenttivaatlmuksen 1-11 mukainen menetelma, tun- 

nettu siita, etta hydrolyysi- ja isomerointivaiheet suoritetaan rinnakkain. 
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14. Jonkin paterlttlvaatlmuksen 1-13 mukalnen menetelma. t u n - 
n e 1 1 u siita, etta konjugoldun iinoiihapon valmistus tapahtuu elintarvikkeen 
valmistuksen yhteydessa. 

15. Jonkin patenttlvaatimuksen 1 - 14 mukainen menetelm§, t u n - 
5 n e 1 1 u siita. etta silnS muodostuu pasasiassa konjugoldun linoliliapon cis-9. 

trans-11 -lsomeeri3. 

16. Jonkin patenttivaatimuksen 1-15 mukainen menetelma. t u n - 
n e 1 1 u siita, etta konjugoitu linolihappo kilnnitetasn kiintoaineeseen saata- 
maiia reaktioseoksen pH arvoon noin 3 - noln 9, edullisesti arvoon alle 7,0. 

10 edulllslmmin arvoon noin 4 — 6. 

17. Jonkin patenttivaatimuksen 1 - 16 mukainen menetelma. t u n - 
n e 1 1 u siita, etta konjugoitu linolihappo eristetaan reaktioliemesta ja mahdol- 
lisesti kuivataan. 

18. Jonkin patenttivaatimuksen 1-16 mukainen menetelma, t u n - 
15 n e 1 1 u siita, etta konjugoitu linolihappo, bakteeiisolut ja lahtdaineena kaytetty 

vilja, joka edullisesti on kaura-aines, konsentroldaan ja mahdollisesti kuiva- 
taan. 

19. Patenttivaatimuksen 18 mukainen ^or^ ^-f>r:M4u, t u n n e t t u"v 
siita. etta linolihappo, bakteerisolut ja lahtSaineena kaytetty vilja. joka edulli- 

20 sesti on kaura-aines, otetaan talteen, konsentroida??n F 'yofilisoidaan. ^ >:r 

20. Jonkin patenttivaatimuksen 1-19 mukaisella menetelmaiia saa- 

tu tuote. 

21 . Vilja kaytettavaksl konjugoldun Iinoiihapon valmlstukseen. 

22. Patenttivaatimuksen 21 mukainen vilja, t u n n e 1 1 u siita, etta 

25 se on kaura. 

23. Menetelma konjugoldun Iinoiihapon valmistamiseksi linolihaposta, 
. t u n n e 1 1 u siita, etta linpllhapon lahteena kaytetaan viljaa. 

24. Patenttivaatiniuksen 23 rhukaineri menetelma, t u n n e t t u 
siita, etta vilja on kaura. 





(57) Tiivistelma 

Keksinto koskee menetelmaa konjugoidun linolihapon 
valmistamiseksi. Eiityisesti kuvataan menetelmSa 
konjugoidun linolihapon ja varsinkin sen cis-9,trans-1 1 - 
isomeerin valmistamiseksi viljasta hyStybakteerien avulla. 
KeksintS koskee myos menetelmaiia valmistettuja 
tuotteita. 



(57) Sammandrag 

Uppfinningen avser ett fSrfarande f6r framstallning av kon- 
jugerad linolsyra. I synnerhet beskrivs ett forfarande ffir 
framstSllning av konj.ugerad linolsyra. och sSrskilt dess 
cls-9,trans-1 1-iso«--!e ■ «T' «Sd! med hjSIp av nyttobakterier. 
Uppfinningen avser aven produkter framstailda medelst 
fdrfarandet. 
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